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Este trabalho teve como objectivo estudar a actividade, a estabilidade e a 
cinética enzimática da lacase, produzida através do fungo Trametes versicolor, 
na presença de três líquidos iónicos (LIs) o 3-dimetilimidazólio metilsulfato 
([mmim][MeSO4]), o 1-etil-3-metilimidazólio metilsulfato ([emim][MeSO4]) e o 1-
butil-3-metilimidazólio metilsulfato ([bmim][MeSO4]). Os estudos preliminares 
realizados com o [emim][MeSO4] revelaram que este inibe completa e 
instantaneamente a lacase pelo que nos estudos seguintes se prosseguiu 
apenas com os outros dois líquidos iónicos.  
A primeira parte do trabalho consistiu no estudo de inactivação térmica e na 
estabilidade da lacase na presença dos LIs. O estudo foi realizado variando a 
temperatura (25, 35, 45 e 55 ºC), o pH (5.0, 7.0 e 9.0) e a concentração de LI 
(10, 25 e 50% VLI/VTampão). Foi possível verificar que a inactivação térmica 
segue uma cinética de 1ª ordem. As constantes cinéticas (k) sobem desde 





temperatura de 55 ºC e pH 9.0. A energia de activação aumentou com o 
aumento do pH na presença de [mmim][MeSO4], mas praticamente não variou 
com o [bmim][MeSO4]. Com relação à estabilidade enzimática, verificou-se que 
a lacase é mais estável a uma temperatura de 25 ºC, a pH 5.0 e com uma 
concentração de LI de 10% VLI/VTampão.  
A segunda parte do trabalho consistiu no estudo da cinética de reacção de 
oxidação do ABTS (Ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)) pela 
lacase a 25 ºC e a pH 7.0, variando-se a concentração de substrato. Os 
resultados experimentais foram modelados pela cinética de Michaelis-Menten 
e os parâmetros cinéticos foram calculados sendo a velocidade máxima da 
reacção de 1,94 mM/min e a constante de Michaelis-Menten de 1,36×10
-3
 mM 
com um erro relativo associado de 1,30%. Este estudo foi realizado ainda na 
presença de diferentes concentrações de LI (15, 25 e 35% VLI/VTampão). Para 
concentrações de LI de 15 e 25% VLI/VTampão não houve alterações cinéticas na 
reacção, pelo que se conclui que não ocorre qualquer tipo de inibição da 
lacase a estas concentrações de LI. No entanto verificou-se que ocorre uma 
grande activação enzimática da lacase, em cerca de 40% da velocidade 
máxima da reacção, na presença de 35% VLI/VTampão de qualquer dos dois 































This work aimed to study the activity, stability and enzyme kinetics of laccase 
produced by the fungus Trametes versicolor in the presence of three ionic 
liquids (ILs) 1,3-dimethylimidazolium methylsulfate ([mmim] [MeSO4]), 1-ethyl-
3-methylimidazolium methylsulfate ([emim][MeSO4]) and 1-butyl-3-
methylimidazolium methylsulfate ([bmim][MeSO4]). Preliminary studies 
performed with [emim][MeSO4] showed that it inhibited completely and instantly 
the lacase. The following studies were performed only with the other two ionic 
liquids.  
The first part of this work was the study of thermal inactivation and stability of 
laccase in the presence of ILs. The study was made with different 
temperatures (25, 35, 45 and 55 °C), different pHs (5.0, 7.0 and 9.0) and 
different concentrations of IL (10, 25 and 50% VIL/VBuffer). It was verified that 
thermal inactivation follows 1st order kinetics. The kinetic constant (k) rises 
from values closed to zero until 8 days
-1
 for temperature of 55°C and pH 
9.0. The activation energy increased with increasing pH in the presence of 
[mmim] [MeSO4], but there was no variation with [bmim][MeSO4]. Concerning 
the stability of the enzyme, it was found that the laccase is more stable at a 
temperature of 25 °C, pH 5.0 and with a concentration of 10% VIL/VBuffer.  
The second part of this work was to study the reaction kinetics of the oxidation 
of ABTS (2,2'-azin-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) by laccase at 
25°C and pH 7.0, for several substrate concentrations. The experimental 
results were modelled by the Michaelis-Menten enzymatic kinetics. Kinetic 
parameters were calculated and the maximum reaction rate was 1.94 mM/min 
and the Michaelis-Menten constant was 1.36×10
-3
 mM with an average relative 
deviation of 1.30%. This reaction was also studied in presence of different 
concentrations of IL (15, 25 and 35% VIL/VBuffer) in order to evaluate IL effect on 
lacase kinetics. For concentrations of IL 15 and 25% VIL/VBuffer no changes in 
reaction kinetics have been observed allowing to conclude that there is no 
inhibition of laccase at these IL concentrations. However it was found that a 
powerful laccase enzymatic activation has occurred, nearly 40% of the 
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1. Revisão Bibliográfica 
1.1.Fungos 
1.1.1. Fisiologia 
Os fungos constituem um grupo de organismos vivos desprovidos de clorofila. 
Assemelham-se a plantas simples em que, tirando raras excepções têm paredes celulares 
definidas. São geralmente imóveis, embora possam ter células móveis reprodutivas e 
reproduzem-se por meio de esporos. Os esporos são a unidade simples de propagação de 
um embrião, que serve para a produção de novos indivíduos da mesma espécie. Os fungos 
não possuem caules, raízes ou folhas, nem têm desenvolvido um sistema vascular como as 
plantas (Alexopoulos e Mims, 1979; Deacon, 1997).    
 Os fungos são filamentosos, são morfologicamente complexos e 
heterogéneos, e podem exibir diferentes formas estruturais durante o seu ciclo de vida. A 
sua estrutura vegetativa básica de crescimento é constituída por um filamento tubular, a 
hifa, que é originada a partir de um único esporo reprodutivo (Papagianni, 2004). 
 À medida que a hifa continua a crescer, forma uma massa de filamentos de 
hifas denominado micélio. Quando crescem em culturas submersas, os fungos filamentosos 
exibem diferentes formas morfológicas, dispondo-se em filamentos miceliares dispersos ou 
em densas massas miceliares agregadas, chamadas de ―pellets‖ (Papagianni, 2004).  
  Os pellets são agregados de hifas apresentando uma forma esférica ou 
elipsoidal, com uma estrutura interna variável (Znidarsic e Pavko, 2001). A forma 
particular exibida é determinada não somente pelo material genético, mas também pelas 
condições físicas e químicas do meio de cultura em que se encontram (Kossen, 2000). 
1.1.2.  Fungos da podridão branca da madeira 
 A madeira pode ser atacada por uma variedade de seres vivos, mas são os 
fungos os decompositores mais predominantes nos ecossistemas terrestres. Os fungos 
podem ser distinguidos pelos diferentes processos de decomposição em que participam, ou 





 A podridão castanha escurece um pouco a madeira e identifica-se facilmente 
pela fractura de forma cúbica, geralmente muito visível e distinta, especialmente quando a 
madeira está seca. Ocorre preferencialmente em madeiras de resinosas e é causada por 
fungos taxonomicamente classificados como basidiomicetos (fungos superiores). Estes 
fungos causam decomposição rápida e extensa da celulose no início do processo de 
decomposição. A podridão branca tem uma aparência diferente da castanha, assumindo a 
madeira uma aparência fibrosa, tendendo para uma cor ligeiramente mais clara. É mais 
difícil de detectar e é mais comum nas madeiras de folhosas. Estes tipos de podridão 
podem ser secas ou húmidas, consoante o tipo de ambiente em que os fungos estão 
inseridos (Akhtar et al., 1997). 
 Os fungos da podridão branca da madeira e suas enzimas lenhinolíticas têm 
sido muito estudados devido à sua grande eficiência na degradação da lenhina e as 
possíveis aplicações na indústria papeleira. Para além disso, apresentam grande potencial 
para a biorremediação de poluentes com estruturas similares à lenhina (Akhtar et al., 1997; 
Pointing, 2001). 
 A celulose e a hemicelulose são os substratos principais para os fungos da 
podridão branca da madeira. A lenhina por sua vez é degradada por um metabolismo 
secundário quando há falta de nutrientes, o que acontece nos estágios finais do crescimento 
primário (Pointing, 2001). 
1.1.3. Trametes versicolor 
 Trametes versicolor é também classificado como Coriolus, Polyporus, 
Polysticus, Agaricus, Boletus versicolor. É um fungo que se encontra em toros, troncos e 
galhos durante todo o ano. Pode-se encontrar nas florestas das zonas temperadas da Ásia, 
Europa e América do Norte, conhecido como fungo em forma de ―cauda de peru‖, como é 
evidenciado na Figura 1.1 (Cui e Chisti, 2003). Este fungo pertence à classe dos 
Basidiomycetes, ordem Polyporales, família Polyporaceae (Alexopoulos e Mims, 1979). 





   
Figura 1.1- O fungo Trametes versicolor (Cui e Christi,2003). 
 Tem como características morfológicas: corpo frutífero (basidiocarpo ou 
cogumelo) constituído por bandas com tamanho de 3-5 centímetros. As bandas são semi-
circulares, achatadas, finas, flexíveis e resistentes. Ocorrem em camadas e espalham-se 
pelos ramos. A superfície superior é aveludada e atractiva marcada com zonas concêntricas 
de diferentes cores: castanho, amarelo, cinza, verde ou preto, dependendo do código 
genético e do ambiente onde se encontram. A margem é normalmente ondulada. O 
cogumelo tem esporos brancos que são alongados e cilíndricos (μm 4-6 × 2-2.5) (Cui e 
Chisti, 2003). Após germinação, os esporos, produzidos pelo cogumelo, tornam-se hifas 
que se agrupam e formam o micélio (fase vegetativa). Este quando cresce forma o 
cogumelo (fase sexual) (Alexopoulos e Mims, 1979).  
O Trametes versicolor é um dos fungos mais eficientes na degradação da madeira 
e consequentemente na decomposição da lenhina, da celulose e da hemicelulose. Produz 
simultaneamente grandes quantidades de lacase extracelular, lenhina peroxidase e 
manganês peroxidase (Tanaka et al., 1999). É chamado de fungo da podridão branca da 
madeira, precisamente pelo aspecto esbranquiçado que lhe confere à medida que a madeira 
apodrece. Este fungo é aplicado como alternativa ao branqueamento químico da pasta de 
papel (Pedroza et al., 2007), na indústria têxtil para a remoção de cor (Srinivasan e Murthy, 
2009), no tratamento de efluentes industriais e na biorremediação de uma série de 






1.2.1. Propriedades gerais  
As enzimas são catalisadores biológicos que aumentam a velocidade das reacções 
químicas sem se alterar. Os catalisadores biológicos apresentam variadas diferenças em 
relação aos catalisadores químicos. Quando uma reacção química é catalisada por enzimas, 
a sua velocidade de reacção é várias ordens de grandeza mais rápida que uma reacção 
catalisada por um catalisador inorgânico. As condições de reacção tornam-se mais suaves e 
energeticamente mais favoráveis, uma vez que as enzimas actuam em temperaturas mais 
baixas (abaixo dos 100ºC), a pHs mais próximos da neutralidade e à pressão atmosférica, 
enquanto os catalisadores químicos requerem frequentemente temperaturas e pressões 
elevadas e valores extremos de pH. São regio- e estereo-selectivas, o que se traduz na 
formação de produtos enantiomericamente puros. Têm ainda a capacidade de acelerar em 
ambos sentidos uma reacção reversível. Os catalisadores biológicos detêm a capacidade de 
regulação, as actividades catalíticas de muitas enzimas variam em função da concentração 
do substrato. O controlo alostérico, ou seja, a modificação covalente das enzimas e a 
variação da quantidade de enzima sintetizada é um dos mecanismos usados na regulação 
enzimática (Cabral et al., 2003). 
A enorme especificidade das enzimas relativamente aos substratos com que 
podem interagir e o facto de serem moléculas proteicas (geralmente grande relativamente 
ao tamanho do substrato), levaram à introdução do conceito de centro activo ou centro 
catalítico. Este é definido como uma pequena zona da enzima efectivamente envolvida no 
processo catalítico, é o local específico e tridimensional da proteína que permite a 
interacção específica com o (s) substrato (s) e onde ocorre a reacção química.  
O primeiro modelo, representado na Figura 1.2, é o modelo tradicional de 
complementaridade estrutural ou ―chave-fechadura‖ de Emil Fisher (1894), baseia-se na 
especificidade da acção enzimática e pressupõe que o substrato e o centro activo terão 
formas complementares, existindo portanto um encaixe perfeito. O segundo modelo diz 
respeito ao modelo de encaixe, ou ajuste, induzido. Foi introduzido, cerca de 50 anos 
depois do modelo ―chave-fechadura‖ por Koshland de modo a explicar a actuação de 





provocam nesta modificações conformacionais que ocorrem não só no centro activo mas 
também podem ocorrer na restante estrutura proteica. 
 
Figura 1.2 - Modelos de ―chave-fechadura‖ e de encaixe induzido para a interacção enzima-
substrato. 
Um sistema de reacção enzimática é quantificado pela medição da actividade da 
enzima, sendo este um aspecto essencial na caracterização de um sistema. A actividade 
enzimática é determinada a partir de curvas de reacção, que mostram uma diminuição na 
velocidade de reacção ao longo do tempo. Este abrandamento pode ser ocasionado por 
variadas causas: 
 A inibição da enzima pelo produto; 
 O consumo de substrato, que origina a diminuição do grau de saturação 
da enzima; 
 A desactivação da enzima incitada pelo pH, temperatura e outros;  
 O aumento da velocidade da reacção inversa à medida que se acumulam 
produtos de reacção (Cabral et al., 2003). 
1.2.2. Estrutura  
As enzimas são, na maior parte dos casos, proteínas com actividade catalítica. As 
proteínas são constituídas por unidades estruturais básicas, os aminoácidos, que pela sua 
variedade e pela sequência destes na constituição das proteínas determinam a 
multiplicidade e especificidade das enzimas existentes. 
Na constituição de um aminoácido encontram-se: um grupo amino, um grupo 
carboxilo, um átomo de hidrogénio e um grupo R variável, que determina o tipo de 





aminoácidos que determinam a complexidade e diversidade das proteínas/enzimas, sendo 
que cada enzima é constituída por uma cadeira de aminoácidos única. 
A estrutura e função das proteínas são determinadas pelas modificações 
enzimáticas ou químicas, que ocorrem durante ou após a sua biossíntese, através da ligação 
covalente a outras substâncias de carácter não proteico. Uma das mais comuns alterações 
nas proteínas é a quebra de uma ou mais ligações peptídicas que são ligações 
extremamente estáveis e apenas hidrolisáveis a valores de pH extremos. 
A maioria das enzimas são proteínas globulares solúveis em água, a cadeia de 
aminoácidos enrola-se espontaneamente e adquire assim um carácter tridimensional 
compacto e complexo que resulta da possibilidade de rotação dos aminoácidos em torno 
das ligações covalentes simples. Por este facto, durante o seu tempo de vida, uma única 
molécula de enzima é capaz de catalisar a reacção de muitas moléculas de substrato. Esta 
conversão é chamada de actividade de uma enzima e pode ser quantificada (Call e Mücke, 
1997). 
1.2.3. Estabilidade estrutural 
A estabilidade estrutural das enzimas é determinada por uma variedade de forças 
físicas, que resultam de interacções, que ocorrem dependendo da disposição e orientação 
dos grupos funcionais da molécula. A conservação das ligações covalentes é indispensável 
para a manutenção da estrutura terciária de uma enzima. As forças de Van der Waals 
também são determinantes no que toca à estrutura das proteínas. É o elevado número de 
interacções dipolo-dipolo, que embora apresentem uma energia associada relativamente 
baixa, apresenta um papel importante na estabilidade enzimática. No entanto, as 
interacções electrostáticas no geral contribuem pouco para a estabilidade, já que se 
encontram, na maioria, à superfície da molécula, em maior contacto com o solvente. As 
pontes de hidrogénio inter-moleculares são responsáveis pela estrutura tridimensional das 
enzimas portanto contribuem bastante para a estabilidade destas.  
Tendo em conta que as pontes de hidrogénio e as interacções electrostáticas 
podem ocorrer, do mesmo modo, entre as moléculas proteicas e as moléculas de solventes 





energeticamente. Estas interacções fazem com que os grupos hidrófobos estejam 
orientados para o interior da molécula, repelindo o solvente. Apresentam assim, um papel 
essencial na manutenção da estabilidade da estrutura terciária das proteínas (Cabral et al., 
2003).  
1.2.4. Efeito do pH na actividade enzimática 
As enzimas são activas numa banda restrita de pH e na maioria dos casos existe 
um pH óptimo para cada enzima, em que a sua actividade catalítica é máxima. O poder 
catalítico de cada enzima depende da conformação tridimensional da molécula, em 
particular do centro activo. Uma vez que as enzimas são constituídas por aminoácidos, o 
pH vai influenciar directamente a ionização destes. Os grupos ionizáveis, presentes no 
centro activo, actuam normalmente como ácidos ou bases gerais, ou como nucleófilos em 
reacções catalisadas enzimaticamente. Uma pequena alteração no pH impede que esses 
grupos continuem carregados, logo não se forma o complexo ES. Assim um pequeno 
desvio, nos valores de pH, pode provocar uma alteração ao nível do centro activo, 
impedindo que a reacção catalítica ocorra.  
A forma da curva de actividade de uma enzima em função do pH apresenta-se 
normalmente em forma de sino, como se pode ver na Figura 1.3. 
 
Figura 1.3 - Curva de actividade relativa de uma enzima em função do pH. 
Assim, podem verificar-se dois efeitos distintos do pH na actividade enzimática. 
Quando se usam valores de pH próximos do óptimo podem levar a uma diminuição na 
actividade da enzima, no entanto estes efeitos são normalmente reversíveis. O uso de 





de pH extremos têm como consequência o desenrolamento irreversível da proteína e 
portanto a sua desnaturação. 
 Nem todas as enzimas apresentam o mesmo pH óptimo. Cada sistema 
apresenta um pH adaptado ao ambiente em que se insere. Na natureza, cada organismo 
controla, de modo eficiente, o pH, utilizando para isso um sistema tampão. É importante a 
nível laboratorial que se inclua em qualquer ensaio um sistema tampão, de modo a 
estabilizar o pH das soluções e impedir que este se altere, com o recorrer das reacções, 
podendo assim estudar o comportamento das enzimas a um pH estável (Cabral et al., 2003; 
Júnior, 2001). 
1.2.5.  Efeito da temperatura na actividade enzimática 
Tal como nas reacções químicas, nas reacções catalisadas por enzimas o aumento 
da temperatura leva a um aumento da velocidade de reacção. O aumento da temperatura 
aumenta a probabilidade de colisão entre as moléculas e faz com que uma maior 
quantidade de moléculas tenha energia de activação suficiente para que a reacção ocorra. 
No entanto este efeito positivo do aumento da temperatura é contrariado pela desnaturação 
das enzimas. A combinação de estes dois efeitos dá origem a uma temperatura óptima para 
cada enzima, como se pode verificar na Figura 1.4. 
 
Figura 1.4 - Curva da actividade enzimática relativa em função da temperatura. Resulta da 
combinação de dois factores: A – o aumento da velocidade de reacção pelo aumento da 
temperatura; B – a inactivação das moléculas com o aumento da temperatura. 
Esta temperatura óptima evidenciada na Figura 1.4 depende do tempo escolhido 





determinação da actividade de uma enzima, corresponde à temperatura máxima, na qual a 
enzima possui actividade catalítica constante, por um período de tempo pelo menos tão 
longo quanto o tempo da determinação (Cabral et al., 2003; Júnior, 2001). 
1.2.6. Equação de Arrhenius e energia de activação 
A equação de Arrhenius, Eq. 1.1, sugerida pelo químico com o mesmo nome, 
surge como meio de determinar a dependência da constante cinética com a temperatura. 
Esta equação considera que a constante de velocidade de reacção varia exponencialmente 
com o inverso da temperatura. Este efeito foi verificado empiricamente, adequando com 









         
Eq. 1.1
 
Onde, Ea corresponde à energia de activação (J/mol), R é a constante dos gases 
ideais (8,314 J/molK), T a temperatura (K) e k0 o factor pré-exponencial.  
A linearização da equação de Arrhenius permite determinar a energia de 
activação. A energia de activação é a energia necessária para que a reacção ocorra. 
 Para que uma reacção química ocorra é necessário que duas moléculas, na 
mesma solução, se encontrem e que colidam entre elas, para isso é necessário que exista 
uma quantidade mínima de energia. A energia de activação refere-se também à energia 
necessária para romper com ligações químicas, existentes entre os átomos de cada 
molécula, para que se formem novas moléculas.  
Uma reacção catalisada por enzimas faz com que a energia de activação 
necessária para que a reacção ocorra seja menor, daí que a velocidade de reacção aumente. 
A Figura 1.5 ilustra a diferença entre uma reacção não catalisada e uma reacção catalisada 






Figura 1.5 – Energia de reacção não catalisada e catalisada por enzimas (adaptado de Fogler, 
2005) 
1.2.7. Produção industrial 
A nível industrial, a produção de enzimas faz-se essencialmente pelo processo de 
fermentação submersa. Este tipo de processo, envolve o crescimento de microrganismos 
num meio rico e com elevadas concentrações de oxigénio. A agitação, é um factor 
importante, já que pode limitar a transferência de massa e de calor. O consumo de 
oxigénio, a formação de dióxido de carbono tal como o pH são controlados ao longo do 
processo de fermentação de modo a optimizar a produção. A maioria das enzimas 
produzidas a nível industrial são exoenzimas, significa que, após a remoção da biomassa, 
normalmente por centrifugação, a enzima permanece no meio. No final do processo a 
enzima é concentrada por vários métodos, dependendo da sua aplicação, esta pode ser 
concentrada por cristalização, evaporação ou filtração por membrana, e comercializada 
(Songulashvili et al., 2007). 
1.3. Lacase 
1.3.1.  Caracterização da lacase 
 Lacase, oxigénio reductase, (EC 1.10.3.2), pertence à família das enzimas de 
cobre azul e foi descrita pela primeira vez por Yoshida (1883) mas só 10 anos mais tarde, 
depois de isolada e purificada foi denominada de lacase por Bertrand. As lacases fúngicas 
foram descobertas durante o século passado e têm vindo a ser exaustivamente estudadas, 
desde a década de setenta sendo os seus resultados publicados em inúmeros artigos (Call e 





 A Lacase pode ser dividida em dois grandes grupos que apresentam 
diferenças claras, ou seja, aqueles de provém de plantas superiores e as que são segregadas 
por fungos (Mayer e Staples, 2002). Esta enzima é produzida maioritariamente por fungos 
da podridão branca da madeira, o Trametes versicolor é um dos mais estudados, sendo a 
lacase produzida dentro das células e mais tarde excretada para o exterior dos filamentos 
das hifas (Garg e Modi, 1999). 
 Existem mais de 200 enzimas que utilizam o oxigénio molecular como um 
dos seus substratos, mas a lacase é das poucas enzimas capazes de reduzir o oxigénio para 
duas moléculas de água. Esta redução é acompanhada pela oxidação, tipicamente, de um 
composto fenólico (Call e Mücke, 1997; Thurston, 1994).  
A lacase oxida compostos de polifenol, metoxifenol, diamimas e uma grande 
quantidade de substratos. O ABTS (ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)) 
é um substrato artificial da lacase que tem a capacidade de agir como mediador e permite a 
oxidação de compostos não fenólicos da lenhina, que não são substratos da lacase à partida 
(Bourbonnais e Paice, 1990; Thurston, 1994). 
1.3.2. Estrutura molecular da lacase 
 A lacase faz parte da família das enzimas de cobre azul, sendo portanto uma 
glicoproteína. Apresenta uma espectroscopia característica, sequência alongada e é 
definida pela sua reactividade. Em termos estruturais, exibe uma heterogeneidade adicional 
devido ao conteúdo variável de hidratos de carbono e de cobre na sua constituição. Os hidratos 
de carbono da molécula enzimática podem constituir cerca de 10 a 20 % da molécula, entre 
os quais podemos encontrar: hexoseamina, glicose, manose, galactose, fucose e arabinose. 
Esta enzima é constituída por 520 a 550 aminoácidos. A sua massa molecular pode variar 
dependendo da sua fonte, variação essa, que pode ser devida ao hidrato de carbono que a 
molécula contém (Thurston, 1994; Yaropolov et al., 1994). 
  São constituídas por 4 átomos de cobre distribuídos em 3 sítios de ligação 
diferente. Os átomos de cobre são coordenados por duas histidinas e uma cisteína, que se 





papel no mecanismo catalítico. A Figura 1.6 mostra a estrutura tridimensional da lacase 
obtida pelo Trametes versicolor (Solomon et al., 1996) .  
 
Figura 1.6 - Diagrama estrutural da lacase de Trametes versicolor (Piontek et al., 2002).  
1.3.3.  Mecanismos de catálise da lacase. 
 A lacase participa como catalisador na oxidação de vários substratos, mas 
não consegue, sozinha, catalisar compostos não fenólicos, mas podem ser catalisados na 
presença de mediadores (Rancaño et al., 2003). 
 A reacção catalítica é feita através da oxidação de um electrão do substrato 
em estado reduzido, acompanhada pela redução de quatro electrões do oxigénio a água 
(que acontece no centro tri-nuclear do cobre), isto significa que os electrões de cada 
reacção de oxidação têm que ser armazenados para que possam reduzir o oxigénio 
molecular. É o cobre que actua como aceitador de electrões e não a proteína (Call e Mücke, 
1997; Leitner et al., 2002) 
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Figura 1.7 – Esquema da reacção da lacase com um substrato (adaptado de Call e Mücke 1997). 
1.3.4. Produção da lacase 
 A lacase pode ser produzida a partir de plantas superiores, mas este meio 
revelou-se com muitas limitações quando comparado com a produção da enzima através de 
fungos, em especial da classe basidiomicetos (Bollag e Leonowicz, 1984; Mayer e Staples, 
2002). Existem, no entanto, vários factores que determinam a sua produção, tais como: 
 Concentração de inóculo;  
 Composição do meio de cultura;  
 Concentração e proporções relativas de carbono e azoto;  
 pH, temperatura, taxa de arejamento e agitação do meio de cultura;  
 Presença de indutor;  
 Ausência de inibidores.  
 Uma das formas de produção da enzima com alto rendimento é a adição de 
indutores ao meio de cultura, este pode ser o substrato da própria enzima ou um composto 
estruturalmente análogo. A 2,5-xilidina tem vindo a ser estudado e revelou-se um dos 
maiores indutores da produção de lacase (Rancaño et al., 2003). Pelos estudos efectuados e 
tendo em conta que o cobre faz parte da constituição da lacase, a adição de cobre ao meio de 





 A composição do meio de cultura revelou-se bastante importante, 
considerando que estes microrganismos, em especial Trametes versicolor, apresentam 
como fonte de carbono e de energia, matéria orgânica (Papagianni, 2004). Um estudo 
afirma que a glucose foi a melhor fonte de carbono para a produção de lacase por Trametes 
sp. em detrimento de compostos como o glicerol, a xilose e a dextrana, do mesmo modo ricos 
em carbono (Yup Jang et al., 2002). No entanto há estudos que afirmam que concentrações 
acima de 1g/L, de glucose, na produção de lacase por T. modesta inibem a sua produção 
(Nyanhongo et al., 2002). 
Quanto ao pH, foi demonstrado, que afecta a produção da enzima, uma vez que 
afecta a sua estabilidade (O'Callaghan et al., 2002). Consequentemente, na produção da 
enzima, tem que se ter em conta o pH tolerável para os fungos (4 a 9), sem esquecer que a 
enzima produzida é normalmente mais sensível que os microrganismos de onde são 
provenientes. Então a produção deverá ocorrer próximo do pH óptimo da enzima, no caso 
da lacase, produzida por Trametes versicolor, pH entre 4 e 5 (Papagianni, 2004; Yaropolov 
et al., 1994). 
1.3.5. Aplicações da lacase 
 Todas as aplicações da enzima estão relacionadas com a habilidade para 
produzir um radical livre a partir de um substrato adequado. Este facto, leva a um aumento 
da pesquisa nas fontes produtoras da enzima, nomeadamente a partir dos fungos da 
podridão branca da madeira. Nos estudos efectuados nas últimas décadas, sabe-se que a 
lacase catalisa a oxidação directa de fenóis e aminas. Nos dias que correm os estudos estão 
centrados no uso da lacase para a degradação de compostos xenobióticos como os 
pesticidas e efluentes industriais e domésticos (Yaropolov et al., 1994). 
A lacase, obtida pelo Trametes versicolor, foi expressa em Saccharomyces 
cerevisiae de modo a aumentar a sua resistência a inibidores fenólicos nos hidrolisados 
lenhino-celulósicos; na análise de fármacos (distingue morfina de codeína em vários 
medicamentos); na clarificação de vinhos (pela remoção de fenóis); no aumento da 
eficiência de processos de bioremediação (recuperação de águas em solos ou efluentes 






Mais recentemente, a lacase está a ser usada em células de biocombustível para 
produzir energia eléctrica a partir de reacções enzimáticas, podendo ser utilizada como um 
biocatalisador tanto no ânodo como no cátodo da célula. No ânodo o combustível, como o 
açúcar ou álcool, é oxidado com a ajuda de uma oxirredutase adequada e os electrões são 
transferidos para o ânodo. No cátodo os electrões são transferidos para o receptor, 
geralmente oxigénio molecular ou peróxido através de uma reacção enzimática (Smolander 
et al., 2008). 
No tratamento de efluentes da indústria têxtil e papeleira, é estudada 
recentemente a forma imobilizada de lacase, superando assim o problema com a 
contaminação do produto final. No entanto, devido à fragilidade das enzimas imobilizadas, 
estas podem ser removidas facilmente do suporte devido a condições ambientais. Daí o 
estudo em torno dos meios de imobilização da enzima (Rotková et al., 2009).   
 A lacase de Trametes versicolor mostrou-se incompleta mas eficaz na 
degradação de compostos organofosforados, habituais na indústria agropecuária como 
insecticidas e herbicidas (Trovaslet-Leroy et al., 2010).  
1.4. Cinética enzimática 
1.4.1.  A velocidade de reacção 
A velocidade de uma reacção química é uma medida da conversão de reagente (s) 
em produto (s) por unidade de tempo. As reacções químicas apresentam velocidades 
diferentes, avaliadas pela no consumo de reagentes ou pela variação da quantidade de 
produtos formados, num dado intervalo de tempo. 
Nas reacções catalisadas por uma enzima (E), os reagentes designam-se 






Figura 1.8 - Conversão do substrato S em produto P ao longo do tempo. 
De acordo com a Figura 1.8 pode-se verificar que a velocidade de reacção é mais 
elevada no início e que esta velocidade vai decrescendo ao longo do tempo. Assim 
acontece devido do facto de que à medida que se vai formando o produto, a reacção 
inversa começa a dar-se. Logo, existe uma vantagem em medir velocidades apenas nos 
momentos iniciais, em que a variação de substrato não é significativa e assim considera-se 
a quantidade de produto formado nula, não havendo necessidade de considerar a reacção 
inversa (Cabral et al., 2003; Júnior, 2001). 
















                                                                          Eq. 1.2 
No caso em que são estudadas apenas as velocidades iniciais ( 0v ), num intervalo 








           Eq. 1.3 
1.4.2.  Efeito da concentração de substrato na velocidade de reacção 
A concentração de substrato, [S], numa reacção enzimática, afecta a velocidade 
de reacção, na medida em que aumentando a concentração [S] a velocidade de reacção 
tende a aumentar, obtendo-se, entre este e a velocidade inicial, uma relação hiperbólica. 





substrato, tendem para um valor máximo, aproximando-se duma cinética de ordem zero, 
em que a velocidade é independente de [S]. Este facto pode ser notado na Figura 1.9. 
 
Figura 1.9 - (a) Velocidades de reacção enzimática com diferentes concentrações de substrato; (b) 
Perfil hiperbólico da relação entre a concentração de substrato [S] e a velocidade de reacção inicial 
v0 (curva de Michaelis-Menten, que representa o comportamento enzimático mais comum) 
O complexo enzima-substrato (ES) como intermediário de reacções enzimáticas, 
ilustrado na Figura 1.10, é o responsável pelo perfil hiperbólico da curva Michaelis-
Menten. 
 
Figura 1.10 - Esquema de uma reacção enzimática, complexo enzima-substrato (ES) e formação 
de produto (P). 
A teoria de Michaelis-Menten é uma simplificação, válida para a maioria das 
enzimas. Nos instantes iniciais da reacção a quantidade de produto formada é zero, o que 
torna unidireccional o segundo passo da reacção. Quando a concentração de substrato 
torna-se suficientemente elevada para converter toda a enzima no complexo (ES), o 
segundo passo da reacção torna-se limitante, de modo que a velocidade global de reacção 
se torna cada vez mais insensível ao aumento de [S], aproximando-se assim duma 
assímptota (velocidade máxima, maxv ). Este comportamento pode ser traduzido pela Eq. 1.4 












               Eq. 1.4 
        
Em que 0v  é a velocidade inicial para cada concentração de substrato [S], maxv a 
velocidade máxima e Km a constante de Michaelis (ou constante de equilíbrio de 
dissociação do complexo ES). A constante de Michaelis engloba as constantes k1, k2 e  k-1 
que são constantes, logo, Km não varia com a quantidade de enzima e é portanto uma 
característica da actividade dessa enzima. É assim, uma medida da afinidade do substrato 
em relação à enzima, ou seja, quanto maior o seu valor menor será a afinidade. A 
velocidade máxima, maxv , que é igual a k-1[E] e portanto é constante apenas para uma 
concentração de enzima fixa, é o valor para o qual tende a velocidade à medida que se 
aumenta a concentração de substrato. Corresponde à situação experimental em que todos 
os centros activos das moléculas de enzima estão saturados de substrato. Km iguala a 
concentração de substrato quando dividimos maxv por dois. A constante de Michaelis é 
assim igual à concentração de substrato para a qual a velocidade de reacção é metade da 
sua velocidade máxima. Posto isto, pode-se afirmar que a eficiência catalítica máxima de 
uma enzima é atingida a uma baixa concentração de substrato, quando o valor da constante 
de Michaelis é baixo (Cabral et al., 2003; Júnior, 2001). 
1.4.3. Inibição da actividade enzimática 
 As enzimas, para além de poderem ser inactivadas pela temperatura, ou por 
reagentes químicos (por ligação covalente), podem ser inibidas por uma ligação não 
covalente de inibidores. Um inibidor é uma substância que, quando combinado com a 
enzima afecta a sua actividade catalítica, diminuindo-a. Os inibidores podem ser 
classificados, conforme o seu modo de acção, nos seguintes tipos: 
i) Inibidor competitivo 
Um inibidor competitivo é uma molécula que compete directamente com o 
substrato pelo centro activo da enzima, é uma molécula com semelhanças estruturais 
suficientes, com o substrato, de forma a impedir que este se ligue e que a reacção ocorra. O 






Figura 1.11 - Esquema da reacção que descreve a inibição competitiva. 
Uma vez que o inibidor e o substrato competem pelo mesmo centro activo, este 
tipo de inibição pode ser atenuada se se aumentar a concentração de substrato, aumentando 
assim a probabilidade de colisão, da enzima, com o substrato e não com o inibidor. 






K I            Eq. 1.5 
       
Usando a aproximação do estado estacionário e sabendo que a velocidade de 
reacção é dada por v=k2[ES], a equação do estado estacionário fica na forma da Eq. 1.6: 
])[(]][[ 211 ESkkSEk           Eq. 1.6 
Substituindo [ES] na equação das velocidades e considerando a equação de 

























E            Eq. 1.7 
Quando comparada a constante de Michaelis-Menten com o caso em que não 
existe inibidor conclui-se que a constante vem sempre multiplicada por um factor, que é 


















1'          Eq. 1.8 
Pela análise da Figura 1.12 pode-se verificar qual o efeito deste tipo de inibição 
nos parâmetros cinéticos. 
 
Figura 1.12 - Representação gráfica de Lineweaver-Burk sem inibidor [S], e em presença de 
inibidor [S]+[I]. 
Pela observação do gráfico de Lineweaver-Burk, pode ver-se que a constante de 
Michaelis, Km, vai aumentando à medida que se aumenta a concentração de inibidor, 
provando a existência de uma fracção de enzima que está ligada ao inibidor. A velocidade 
máxima não sofre alteração porque concentrações infinitamente elevadas de substrato 
removem o inibidor do centro activo da enzima (Cabral et al., 2003; Júnior, 2001).  
ii) Inibidor não competitivo 
Um inibidor não competitivo liga-se num local diferente do centro activo, 
alterando a conformação da proteína, inactivando-a. Este tipo de inibição não pode ser 
atenuado pelo aumento da concentração de substrato, uma vez que inibidor e substrato não 
competem pelo mesmo centro activo. Assim, como ilustra a Figura 1.13, podem formar-se 







Figura 1.13 - Esquema da reacção que descreve a inibição não competitiva. 
Pode-se observar pelas reacções de equilíbrio que, seja qual for a concentração de 
inibidor, uma concentração infinitamente alta de substrato não consegue levar toda a 
enzima sob a forma ES que é a forma produtiva. Existirá sempre uma fracção de enzima 
que se encontrará sob a forma de complexo não produtivo EIS. Neste esquema considera-
se que a ordem de ligação do substrato e inibidor é aleatória, logo K’I =KI. Partindo deste 
pressuposto a equação que descreve o estado estacionário é a Eq. 1.9: 
][]][['][][']][[ 211 ESkIESkESkEISkSEk II              Eq. 1.9 

















                Eq. 1.10 
Que quando comparada com o caso em que não existe inibidor, se conclui que a 










                Eq. 1.11 
O gráfico de Lineweaver-Burk, representado na Figura 1.14 sugere uma 
diminuição na velocidade máxima à medida que se aumenta a concentração do inibidor. 





concentração total de enzima. No entanto Km mantém-se, uma vez que este tipo de inibidor 
não tem efeito na ligação do substrato (Cabral et al., 2003; Júnior, 2001).  
 
Figura 1.14 - Representação gráfica de Lineweaver-Burk sem inibidor [S], e em presença de 
inibidor [S]+[I]. 
iii)  Inibidor incompetitivo 
Diz-se inibidor incompetitivo, ou anticompetitivo, quando este se liga 
exclusivamente ao complexo enzima-substrato e não à enzima livre. De acordo com o 
esquema da reacção da Figura 1.15 o substrato liga-se à enzima em primeiro lugar. Como 
consequência a inibição aumenta à medida que aumenta a concentração de substrato. 
 
Figura 1.15 - Esquema da reacção que descreve a inibição incompetitiva, ou anticompetitiva. 
Ao contrário do que acontece na inibição não competitiva, a ordem de ligação do 
substrato e do inibidor é obrigatória pelo que, primeiro se liga o substrato e só depois o 





][][]][[ 211 ESkESkSEk                  Eq. 1.12 
Substituindo na equação das velocidades, pode-se concluir que a constante de 
Michaelis-Menten para o caso em que existe inibidor deste tipo é menor que para a mesma 
reacção sem inibidor. O contrário acontece com a velocidade máxima da reacção, uma vez 

























                 Eq. 1.13 
De acordo com a representação gráfica de Lineweaver-Burk, Figura 1.16, pode 
reparar-se que, tanto maxv  como Km diminuem com o aumento da concentração de inibidor 
(Cabral et al., 2003; Júnior, 2001). 
 
Figura 1.16 - Representação gráfica de Lineweaver-Burk sem inibidor [S], e em presença de 
inibidor [S]+[I] 
 
1.4.4. Activação da actividade enzimática 
Um activador é uma substância que não o catalisador ou um dos substratos, que 
aumenta a velocidade de uma reacção catalisada. É chamado de activador da enzima e liga-





devido a efeitos alostéricos. Um sítio alostérico é um local da enzima diferente do centro 
activo no qual um ligando L pode ligar-se de forma não covalente e que a velocidade com 
que se atinge o equilíbrio químico nessa ligação é extraordinariamente rápida e não é 
catalisada enzimaticamente. A ligação de uma substância L à enzima induz a modificações 
conformacionais na estrutura espacial da enzima modificando a afinidade desta para com 
os seus substratos. A activação enzimática pode ser quantificada, de acordo com o grau de 








activaçãodegrau                        Eq. 1.14 
Em que Δv0 corresponde à diferença na actividade provocada pelo activador, e v0 
a actividade enzimática na ausência de activador. 
1.5. Líquidos iónicos 
1.5.1. Estrutura e propriedades  
 Líquidos iónicos (LIs) são solventes não aquosos onde na sua composição podemos 
encontrar apenas iões, ao contrário dos solventes convencionais (Rosa, 2003). Foram 
descritos pela primeira vez em 1914, apesar de, na altura não lhe ter sido dada relevância 
(Plechkova e Seddon, 2008). São solventes compostos por catiões orgânicos, tais como, 
catiões quaternários de amónio, aromáticos heterocíclicos e derivados de produtos naturais 
(Huddleston et al., 2001). São constituídos igualmente, na maior parte das vezes, por 
aniões inorgânicos que conferem propriedades distintas consoante o tipo de iões que o 
constituem (Goharshadi e Moosavi, 2008; Rosa, 2003). Os aniões, são responsáveis pela 
maior ou menor imiscibilidade em água dos LIs, enquanto os catiões têm pouca influência 
nesta propriedade (Erdmenger et al., 2008). São os diferentes iões que constituem os LIs, 
que interagem e contribuem para a estabilidade e actividade das enzimas (Yang, 2009). 
São as diferentes combinações possíveis, entre aniões e catiões que conferem aos LIs as 
propriedades de solvente desejadas (Huddleston et al., 2001). Nas Figuras 1.17 e 1.18 







Figura 1.17 - Catiões mais comuns encontrados em líquidos iónicos. a)polialquil amónio; b) 




Figura 1.18 - Aniões mais comuns encontrados em líquidos iónicos (Sheldon, 2001) 
Os mais conhecidos são os LIs que contêm catiões do tipo polialquil imidazólio, 
por serem fáceis de sintetizar, apresentarem baixa viscosidade e estabilidade 
electroquímica relativamente boa (Rosa, 2003). É o facto de estes LIs apresentarem uma 
forte interacção iónica, que faz com que o ponto de fusão e ebulição sejam elevados, o que 
lhes confere uma enorme vantagem em relação a solventes comuns. A pressão de vapor 
não é mensurável à temperatura ambiente, ou seja, permite que sejam utilizados a 
temperaturas elevadas sem que haja emissão de vapores (Rosa, 2003). Apresentam um 
comportamento similar aos solventes polares, já que dissolvem uma grande quantidade de 
compostos orgânicos (Hinckley et al., 2002). 
A hidrofobicidade é uma propriedade determinante num solvente. Foi sugerido 
que um composto mais hidrofóbico participa de forma mais favorável em reacções 
enzimáticas. Os LIs, na natureza, são geralmente hidrofílicos e provavelmente inactivariam 
as enzimas, no entanto este facto nem sempre ocorre. Supõem-se, portanto, que a 
hidrofobicidade não seja um parâmetro suficiente para determinar a actividade enzimática 
em LIs (Yang e Pan, 2005; Zhao, 2010).  
 A viscosidade do meio reaccional pode controlar a actividade enzimática, 
afectando as limitações à transferência de massa. Geralmente um LI com uma cadeia 





viscosidade maior. Portanto, uma menor velocidade de reacção seria esperada num meio 
reaccional com um LI com maior viscosidade (Gardas e Coutinho, 2008; Yang e Pan, 
2005).  
A polaridade de um solvente, importante parâmetro, no que diz respeito a 
solventes orgânicos, pode não ser um factor tão determinante no que diz respeito a LIs. A 
polaridade dos LIs varia num intervalo relativamente curto enquanto a viscosidade varia 
num intervalo mais amplo de valores (Park e Kazlauskas, 2003). Parece, ainda, existir uma 
correlação entre a polaridade e a viscosidade dos LIs. Como mencionado anteriormente, 
um LI com uma menor cadeia carbonada no catião e um menor tamanho do anião tem 
como consequência uma menor viscosidade e também uma maior polaridade. Isto sugere 
que uma ligeira redução na polaridade dos LIs pode corresponder a um aumento enorme na 
sua viscosidade (Crabtree, 2009). 
Para além da polaridade e da viscosidade, outras propriedades do solvente, tais 
como, a solubilidade dos substratos e/ou produtos e especialmente interacções iónicas 
também podem ser responsáveis por afectar a actividade enzimática em LIs (Yang, 2005; 
Zhou,2008). 
 Sabe-se que o tamanho da cadeia carbonada e o grau de ramificação dos compostos 
orgânicos, tem uma forte influência em propriedades químicas e físicas dos compostos, tais 
como, calor de combustão, pontos de ebulição e fusão. Além disso, já foi relatado que, 
quando se introduzem LIs e compostos de cadeias altamente ramificadas, tem como 
consequência uma diminuição na viscosidade, o que pode ser altamente favorável para, por 
exemplo, processos de extracção (Erdmenger et al., 2008). 
1.5.2.  Aplicações gerais  
 É na área da electroquímica que os LIs, conhecidos no início do século XX 
por sais líquidos, foram mais estudados. Foi em baterias e pilhas de combustíveis que 
começaram a ser usados, pela sua boa condutividade eléctrica e resistência química. 
Considerando as vantagens em relação aos solventes orgânicos voláteis, começam a ser 
usados em células fotovoltaicas, e na galvanização de ligas metálicas (Rosa, 2003). Podem 





a altas pressões e temperaturas, facto que tem sido objecto de estudo. As suas propriedades 
iónicas e relativamente elevada viscosidade fazem dos LIs excelentes lubrificantes, tendo 
como vantagem a sua versatilidade (Rosa, 2003; Ye et al., 2001). 
 Com o crescimento desmesurado (graças à cooperação existente entre 
estudos académicos e indústria) do número e diversidade de LIs, prevê-se que no futuro 
estes líquidos poderão substituir os solventes orgânicos convencionais. Poderão ser 
comercialmente utilizados em coisas tão variadas, como por exemplo: no campo da 
química analítica (em colunas de cromatografia gasosa ou como fases estacionárias de 
HPLC); no campo da engenharia (como lubrificantes, plasticizantes, agentes dispersivos, 
compatibilizantes e revestimentos) (Plechkova e Seddon, 2008).   
1.5.3.  Líquidos iónicos como solventes, Química Verde 
 Os solventes comuns, por serem usados em grandes quantidades e pelo facto 
de serem voláteis, fazem parte de uma lista de compostos químicos prejudiciais (Welton, 
1999). Já os LIs contribuem para a ―química verde‖, uma química onde a libertação de 
gases para o ambiente é minimizada e a quantidade de reagentes que não são consumidos 
(os produtos secundários e co-produtos sem valor), são produzidos em quantidades 
menores relativamente à química em geral (Rosa, 2003). Idealmente, os LIs são não 
voláteis, não inflamáveis e apresentam uma enorme estabilidade térmica. Existem, em 
estado líquido, numa larga variedade de temperaturas, que pode ir dos -96ºC aos 300ºC, 
pelo que se tornam mais fáceis de manusear quando se encontram em estado líquido à 
temperatura ambiente, estes são chamados de RTILs, Room Temperature Ionic Liquids 
(Huddleston et al., 2001). 
Uma vantagem, óbvia, na substituição de solventes orgânicos por LIs deve-se às 
propriedades físicas e químicas dos LIs, incluindo a sua polaridade, hidrofobicidade, 
viscosidade e miscibilidade, que podem ser moldadas. Alterando-se o catião e/ou o anião é 
possível criar um LI para uma reacção específica, aumentando a solubilidade do substrato, 
modificando a selectividade da enzima ou a velocidade de reacção (Yang e Pan, 2005). 
 No entanto a toxicidade da maioria dos LIs ainda não é bem conhecida, e 





nos solventes comuns (Plechkova e Seddon, 2008), dificulta a dissolução de compostos 
sólidos. Para além disso a vantagem da pressão de vapor ser praticamente nula torna-se 
uma desvantagem, quando muitas vezes, têm que ser usados solventes, para extrair os 
produtos, já que fica excluída a possibilidade de extracção a pressão reduzida (Rosa, 2003).   
1.5.4.  Biocatálise em líquidos iónicos 
 O uso de enzimas para muitas reacções é dificultado pela 
necessidade de um meio aquoso, o que pode levar a produtos secundários indesejáveis 
entre outros problemas. Solventes orgânicos podem por vezes ser usados, mas pode ocorrer 
redução significativa na eficiência enzimática (Sheldon, 2001). 
A lacase, pela sua versatilidade catalítica, tem atraído muita atenção como 
potencial biocatalisador para a produção de intermediários de produtos farmacêuticos, 
produtos químicos especiais e para o processo de biorremediação. O seu mecanismo de 
reacção pouco comum, em que o substrato é oxidado a um radical livre usando oxigénio 
como aceitador de electrões, tem como consequência, uma actividade catalítica excelente. 
Mesmo com substratos insolúveis em água, como a lenhina, a lacase revela-se eficaz uma 
vez que usa o oxigénio como intermediário, podendo reagir com uma ampla quantidade de 
substâncias químicas. Para além disso apresenta a vantagem da mobilidade do oxigénio 
superar a exigência de contacto directo entre a lacase e o seu substrato. A transferência de 
massa pode assim ser melhorada, nas reacções em solventes orgânicos convencionais, mas 
tendo em conta que a gama de solventes adequados para a utilização de enzimas é limitada, 
e traz consigo problemas a nível ambiental, está a ser explorada a possibilidade do uso de 
LIs como solventes alternativos (Shipovskov et al., 2008). Encontram-se apresentados na 
Tabela 1.1 alguns resultados de estudos recentemente efectuados sobre catálise enzimática, 
da lacase e outras enzimas, utilizando LIs como solvente, em diferentes condições. 
De uma forma geral, as actividades, selectividades e estabilidades do 
biocatalisador são comparáveis ou superiores às observadas com os solventes tradicionais. 
Assim, os LIs surgem como uma alternativa aos solventes orgânicos e são promissores no 
campo da biocatálise no contexto da ―química verde‖, como têm comprovado os estudos 





poderosa para as enzimas, na qual se podem catalisar muitas reacções importantes, 
anteriormente impossíveis, usando solventes orgânicos. 
Tabela 1.1 – Estudos recentemente efectuados de biocatálise com líquidos iónicos. 














A actividade da lacase em 
microemulsão diminui à medida que 
se aumenta a concentração deste LI. 
A enzima sem estabilização por 
microemulsão é completamente 
inactivada. 
Xue et al., 








Actividade enzimática diminui para 
um terço da actividade inicial em 72 
horas. 













A actividade enzimática diminui 
cerca de 40 % para os dois LIs com 
concentração de 20 %. A partir dos 
40 % de concentração de LI a perda 
de actividade é mais acentuada para a 
α-amilase de (BLA) do que para a 
enzima de (BAA). 
Dabirmanesh 









Com 25 % de LI a actividade residual 
é inferior a 5 % para as duas enzimas 
estudadas. 





Ocorre perda de actividade em cerca de 
50 % para uma concentração de LI de 
10 %. A enzima fica praticamente 








pH 5,7 e 
9 
A perda de actividade da lacase é 
menor a pH 7 e 9. 
A perda de actividade é menor com 
concentrações de LI de 10 e 25 %. 
Ocorre maior perda de actividade com 
concentrações de 50 % de 
[emim][MDEGSO4]. 







Na presença de [bmim][N(CN)2] ocorre 
inibição com concentrações de LI 
desde 10 a 40 % e activação enzimática 
com concentrações entre 50 e 60 %. 
Na presença de [bmim][Br] ocorre 
activação com 10 % de LI e a partir 
deste valor de concentração ocorre 
inactivação à medida que a 









À pressão atmosférica a actividade 
catalítica da celulase na presença de 5 a 
20 % de LI diminui de 30 a 50 %. 
Na presença de 10 % de LI a celulase 
sujeita a altas pressões diminui num 
total de 40 %, sendo que a 400 MPa 
não afecta a actividade inicial da 
enzima. 






 Apesar de comprovadas as vantagens no uso de LIs como solventes, existem 
ainda desafios a ultrapassar nas suas potenciais aplicações industriais. Novos estudos 
deverão incidir sobre novas rotas, mais eficazes e mais limpas, para os métodos de síntese 
dos LIs em grande escala (Moniruzzaman et al., 2010). 
 Do ponto de vista económico, é necessário encontrar métodos mais 
inovadores em que a reutilização e reciclagem dos LIs, possa ser conduzida de forma mais 
eficaz. Uma última questão que não deverá ser esquecida é a incerteza quanto à toxicidade 
e o impacto potencial dos LIs sobre o meio ambiente (Moniruzzaman et al., 2010). Um 
estudo efectuado, recentemente, com diferentes LIs de polialquil imidazólio chegou à 
conclusão que a toxicidade destes aumenta com o aumento da cadeia carbonada do catião 
(Yu et al., 2009). 




2.   Materiais e Métodos 
2.1. Esterilização de material 
Para que a esterilidade fosse garantida, toda a manipulação do fungo foi 
efectuada à chama, numa câmara de fluxo laminar, previamente irradiada com luz 
ultravioleta. A esterilização dos meios e do material necessário ao crescimento do fungo 
foi realizada em autoclave durante 22 minutos a 120 ºC.  
2.2. Cultura de fungos  
2.2.1.  Cultura em placa de Petri 
Para a cultura em placas de Petri foi usado o meio sólido Tien & kirk (TaK) (Tien 
et al., 1988). A composição do meio encontra-se na Tabela 2.1. 
O meio de cultura gelificado foi aquecido numa placa de aquecimento e colocado 
nas placas de Petri a arrefecer. Usou-se uma espátula, previamente esterilizada, para cortar 
pequenos pedaços de meio com o fungo de placas anteriormente preparadas e colocou-se 
no centro das novas placas. As novas placas foram incubadas a 28 ºC. Após o crescimento 
do fungo durante 7 dias, as placas foram seladas com Parafilm® e armazenadas a 4 ºC.  
Tabela 2.1 - Composição do meio Tien & Kirk (TaK) usado para cultura do fungo Trametes 
versicolor  (Tien et al., 1988). 
Componentes Concentração 
(g/L) 
 Glucose  10.00 
Extracto de Malte 10.00 
 Extracto de Levedura  2.00 
Peptona 2.00 
 Asparagina  1.00 
Tiamina 0.001 
 KH2PO4  2.00 
MgSO4.7H2O 1.00 








2.2.2. Preparação do inóculo para culturas em meio líquido 
A partir da cultura de Trametes versicolor, Figura 2.1, crescida durante 7 dias em 
placas de Petri, contendo o meio sólido TaK, preparou-se o inóculo para cultura líquida. A 
preparação foi efectuada, adicionando-se 10.0 mL do meio de cultura, para produção de 
lacase, em cada placa de Petri. O micélio crescido foi retirado das placas com a ajuda de 
uma ansa de inoculação, previamente estéril, raspando-se cuidadosamente, de modo a não 
retirar agar. Obteve-se uma suspensão concentrada de micélio que foi transferida para um 
matraz.  
 
Figura 2.1 - Trametes versicolor após 7 dias de crescimento em placa de Petri 
 A biomassa seca foi determinada, com o objectivo de se obter uma 
concentração inicial mínima de 70 mg/L de micélio. Filtrou-se 8.0 mL da suspensão com 
papel de filtro de vidro (GF/C, 0.45 μm), previamente pesado, e colocou-se o papel de filtro 
numa lâmpada de infravermelho durante 2h. O inóculo foi transferido, em quantidades iguais, 
para Erlenmeyers de 500 mL de capacidade, contendo 250 mL de meio definido para Trametes 
(MDT) (descrito no ponto seguinte). Os Erlenmeyers foram mantidos a 28 ºC com agitação 
orbital de 180 r.p.m. durante 3 dias (Tavares et al., 2005). 
2.3.Meios de produção enzimática 
  A produção da lacase, foi efectuada por duas técnicas diferentes: 
fermentação em matraz e em bioreactor. Para ambos os casos, utilizou-se o meio definido 
para Trametes (MDT). A composição deste meio é apresentada na Tabela 2.2. A 
composição do meio MDT, inclui 1 mL/L da solução de elementos vestigiais, também 




apresentada na Tabela 2.2. De modo a estimular a excreção da enzima, foi adicionado ao 
meio de cultura Tween 80 (0.5% m/v) tal como descrito por Tavares et al., 2005. 
Tabela 2.2 – Composição do meio de cultura MDT (Roy e Archibald, 1993) 
Composição do meio MDT Composição da solução de elementos 
vestigiais do meio MDT                   





Glucose 9 (g/L) FeSO4.7H2O 20 
FeSO4.7H2O 20 CuSO4.5H2O 2 
C6H10O4 10 ZnCl2 5 
Glutamina 5 MnSO4.H2O 20 
NaCl 5 CoCl2.6H2O 6 
KH2PO4 5 NiCl2.6H2O 0.1 
MgSO4.7H2O 1 (NH4)6MO7O24.4H2O 0.5 
CaCl2 0.1   
Tiamina 0.0024   
2.3.1.  Fermentação em matraz 
As fermentações em matraz foram realizadas em Erlenmeyers de 500 mL de 
capacidade com 250 mL de meio de cultura com septo para recolha de amostras, Figura 
2.2. Os Erlenmeyers foram mantidos a 28 ºC com agitação orbital de 180 r.p.m. durante 7 
dias. Ao sétimo dia a cultura foi filtrada e o extracto enzimático rico em lacase recolhido 
para recipientes plásticos com aproximadamente 50 mL. Determinou-se a actividade da 
lacase (Tavares et al., 2005 e 2006). 
De acordo com a optimização, descrita por Tavares (2006), a concentração inicial 
de glucose no meio MDT foi de 9 g/L. Ao terceiro dia de fermentação a biomassa foi 
filtrada e transferida para um novo meio MDT sem glucose e adicionou-se 2.5-xilidina 
(concentração final de 30 μM), de modo a induzir a produção enzimática (Tavares et al., 
2005 e 2006). 
 






Figura 2.2 - Trametes versicolor, fermentação em matraz após 7 dias. 
2.3.2.  Fermentação em biorreactor 
 Após três dias na incubadora a 29 ºC com agitação orbital a 180 r.p.m., 
inoculou-se o biorreactor (BIOLAB, B. BRAUN), Figura 2.3, com capacidade de 1 L, com 
uma cultura de fungo crescida em matraz. A biomassa foi filtrada e transferida para um 
novo meio MDT sem glucose e adicionou-se 2.5-xilidina (concentração final de 30 μM), 
de modo a induzir a produção enzimática. 
  O fermentador, operado em descontínuo, foi monitorizado de modo a 
controlar a temperatura, o pH e a agitação. A temperatura foi mantida a 28 ºC através de 
uma resistência de aquecimento, a agitação mecânica mantida a 100 r.p.m.. O pH foi 
mantido em 5.0, controlado continuamente, através de duas bombas peristálticas com uma 
solução de NaOH 1M e com uma solução de H3PO4
 
1M. O biorreactor foi alimentado 
continuamente com ar comprimido, filtrado com um filtro estéril com porosidade 0.2 μm 
(Tavares, 2006). 
As experiências decorreram durante nove dias e o volume útil foi de 0.8 L. 
Determinou-se a actividade da lacase, no final do nono dia de fermentação. 
 





Figura 2.3 - Biorreactor usado na produção da lacase por Trametes versicolor 
2.4. Determinação da actividade da lacase 
A actividade da lacase foi quantificada, em espectrofotómetro (SHIMAZDU UV-
mini-1240), a 420 nm, pela taxa de formação do produto de oxidação do ABTS pela 
enzima, num intervalo de 60 segundos. Para tal utiliza-se o método descrito por Ander e 
Messner (1998), Figura 2.4. Adicionaram-se 100 μL de extracto enzimático ao tampão 
citrato/fosfato (0.05M/0.1M, pH 4.5) com ABTS (0.4 mM), que estavam previamente 
termostatizados a 40 ºC durante 15 min., perfazendo um volume final de 2.0 mL. O radical 
catiónico do ABTS possui um coeficiente de extinção molar (ε) a 420 nm de 36 000 M-1cm-1 
(Ander e Messner, 1998).   
 
Figura 2.4 – Esquema do método descrito por Ander e Messner, 1998, para a determinação da 
actividade da lacase. 
 
Os resultados foram obtidos em absorvância por minuto (Δ Abs/min) e 
convertidos em unidades de lacase por litro (U/L), segundo a Eq. 2.1. Uma unidade de 




lacase por litro corresponde à quantidade de enzima existente que oxida 1μmol de substrato 
por minuto. 
 
   
Onde, Δ Abs corresponde ao valor medido no espectrofotómetro, fdil o factor de diluição da 
amostra, ε o coeficiente de extinção molar (36 000 M-1cm-1) e 106 a conversão de µL para L. 
2.5. Estabilidade da lacase na presença de líquidos iónicos 
O líquido iónico 3-Dimetilimidazólio metilsulfato (designado por 
[mmim][MeSO4]), o 1-Etil-3-metilimidazólio metilsulfato ([emim][MeSO4]) e o 1-Butil-3-
metilimidazólio metilsulfato (referido como [bmim][MeSO4]), provenientes da Merck®, 
foram utilizados para o estudo da estabilidade da lacase, sem qualquer processo de 
purificação posterior à aquisição destes.  Não foram realizados com [emim][MeSO4], uma 
vez que este LI inibe instantaneamente a lacase, não se detectando qualquer actividade 
catalítica. Apresentam-se, na Tabela 2.3, os LIs estudados neste trabalho. 
Tabela 2.3 - Nome, estrutura molecular e designação dos líquidos iónicos usados neste trabalho. 



























A enzima, lacase, foi obtida a partir do fungo Trametes versicolor por meio de 
duas fermentações distintas, uma realizada em matraz uma outra em biorreactor. 
Considerando que a enzima produzida se encontrava com uma actividade mais baixa que a 
pretendida (1000 U/L), procedeu-se à concentração das amostras, em liofilizador, durante 
19 a 20 horas. 
A estabilidade da lacase na presença de LIs foi determinada a partir de uma 
amostra com extracto enzimático, dissolvido em LI e solução tampão (controlo) incubada 
durante sete dias, Figura 2.5. Foram usadas diferentes concentrações de LI (10, 25 e 50 % 
VLI/VTampão) variando ainda o pH da solução tampão fosfato 50mM (pH 5.0, 7.0 e 9.0) a 
quatro temperaturas diferentes (25, 35, 45, 55 ºC). Em todos os ensaios uma fracção de 
lacase incubada apenas com solução tampão fosfato serviu de referência e é chamada 
controlo em todos as figuras e tabelas. Num intervalo regular e durante sete dias foram 
medidas as actividades da lacase em todos os ensaios já descritos.  
 
Figura 2.5 – Esquema de amostragem para o estudo da estabilidade da lacase. 
 
2.6. Cinética da reacção de oxidação do ABTS, na presença de líquidos iónicos 
O estudo da cinética da reacção de oxidação do ABTS, na presença de LIs foi 
efectuado espetrofotometricamente. Foram preparadas diferentes soluções enzimáticas, 
variando a concentração de LI (15, 25, 35 % VLI/VTampão) com lacase e solução tampão 50 
mM de fosfato a pH 7.0 e a 25 ºC. Para este estudo, mais detalhado, variou-se a 
concentração de substrato (ABTS) num intervalo de 0.0005 a 0.06 mM. Para cada 
concentração de ABTS foi registado a absorvância em função do tempo. Os resultados 




obtidos foram analisados utilizando a equação de Michaelis-Menten e os parâmetros 
necessários ao estudo da cinética, vmax e Km obtidos por regressão linear Lineweaver-Burk. 
2.7.Determinação das constantes cinéticas de inactivação térmica da lacase na 
presença de líquidos iónicos 
 A partir dos resultados experimentais obtidos, no estudo da cinética de 
inactivação térmica, calculou-se as constantes cinéticas de inactivação térmica (k) e as 
energias de activação (Ea). Os resultados obtidos foram analisados considerando um 






          Eq. 2.2  
Onde A representa a actividade residual (ΔAbs/min), A0 a actividade inicial da 
enzima (ΔAbs/min), k corresponde à constante cinética de inactivação térmica (dias-1) e o t 
representa o tempo (dias). 
 A linearização da Eq. 2.2 permite determinar a constante de inactivação 
cinética, uma vez que corresponde ao valor simétrico do declive da recta. A linearização 






              Eq. 2.3 
 
Para estimar a energia de activação, utilizou-se a equação de Arrhenius, Eq. 1.1, 
que considera que a constante de velocidade varia exponencialmente com o inverso da 
temperatura absoluta.  
Obtendo-se as constantes cinéticas (k) a diferentes temperaturas, é possível 
através da linearização da equação de Arrhenius determinar as energias de activação (Ea) 
ajustando os valores de k por uma regressão linear de mínimos quadrados. A forma 











kk          Eq. 2.4 
2.8.Determinação dos parâmetros cinéticos da reacção de oxidação do ABTS 
pela lacase na presença de líquidos iónicos 
A partir de ensaios realizados em laboratório, em que se faz reagir uma solução 
enzimática com diferentes concentrações de substrato é possível determinar os parâmetros 
maxv  e Km importantes para o estudo da cinética de uma reacção catalítica. Utilizando um 
espectrofotómetro, determinam-se as velocidades iniciais de reacção a partir de valores 
expressos em ΔAbs/min. Com os dados experimentais obtidos é possível o traçado da 
equação de Michaelis-Menten, onde as velocidades iniciais v0 surgem em função da 
concentração de substrato [S].  
 A partir do traçado de Michaelis-Menten é ainda difícil estimar os 
parâmetros cinéticos, pelo que foi proposto por Hans Lineweaver e Dean Burk um método 








m          Eq. 2.5 
 Obtém-se, desta forma, uma equação sob a forma linearizada que nos permite 
determinar Km e maxv  com mais rigor, possibilitando ainda visualizar rapidamente o 
comportamento cinético da enzima em estudo. No entanto, este método, apesar da sua 
simplicidade, apresenta uma desvantagem. Pode existir uma acumulação de pontos no 
gráfico se usados muitos pontos de [S] elevados ou por outro lado, se usadas concentrações 
de substrato baixas, o desvio nos valores dos parâmetros tende a aumentar (Cabral et al., 
2003). 
 




3. Resultados e Discussão 
3.1.Produção de lacase  
A partir de uma cultura do fungo Trametes versicolor, foram realizadas duas 
fermentações com o objectivo da produção de lacase. Ambas as fermentações foram 
realizadas de modo idêntico, sendo que as diferenças estavam no suporte físico e 
principalmente no rigoroso controlo do pH no caso da fermentação em biorreactor. A 
actividade do extracto enzimático final obtido depois da filtração da biomassa em cada 
uma das fermentações foi determinada várias vezes e apresenta-se na Tabela 3.1. 
Congelou-se o extracto enzimático por doses em recipientes plásticos com cerca de 40 mL 
para concentração através de liofilização parcial durante cerca de 19 horas. 
Tabela 3.1 – Actividade do extracto enzimático obtido na fermentação em matraz e na fermentação 
em biorreactor. 
Matraz Biorreactor  
ΔAbs/min Actividade (U/L) ΔAbs/min Actividade (U/L) 
1.0358 575 0.9454 525 
1.1423 635 1.0449 581 
1.0118 562 0.9900 550 
1.0829 602 0.9275 515 
Média 593 Média 543 
 
Deste modo foi possível obter um extracto enzimático inicial com actividade 
próxima de 1000 U/L Assim todos os ensaios, quer para o procedimento do estudo da 
estabilidade quer da cinética da reacção de oxidação, foram realizadas com extracto 
enzimático com uma actividade inicial de cerca de 1100 U/L. 
3.2. Cinética de inactivação térmica da lacase 
Este estudo foi efectuado usando a lacase com 25 %VLI/VTampão de 
[mmim][MeSO4] e [bmim][MeSO4]. Variou-se o pH entre 5.0, 7.0 e 9.0 nas temperaturas 
de 25, 35, 45 e 55 ºC. Deste modo foi possível determinar as constantes cinéticas de 
reacção (k) e as energias de activação (Ea) e verificar o efeito da temperatura e do pH 
nestes parâmetros. A resistência térmica das enzimas está dependente de condições 
ambientais como o pH e a presença de outros compostos, o que justificou a determinação 




da cinética de inactivação da lacase a diferentes valores de pH e na presença dos diferentes 
LIs. 
 A cinética de inactivação térmica da lacase mostrou ser de primeira ordem, pelo 
que se representaram os resultados, na Figura 3.1, na forma linearizada de ln(A/A0) em 
função do tempo.  
 
Figura 3.1- Perfis de inactivação térmica da lacase em 25 %VLI/VTampão de [mmim][MeSO4] e de 
[bmim][MeSO4] a diferentes temperaturas e valores de pH. 
A lacase mostrou ser estável até temperaturas de 45 ºC. A 25 e a 35 ºC a 
inactivação térmica foi sempre muito reduzida, verificando-se que as constantes cinéticas 
não ultrapassaram o valor de 0.1 dias
-1
. A 45 ºC já se observa uma inactivação apreciável 
(k≤0.8 dias-1) e a 55 ºC a inactivação térmica aumenta consideravelmente, sendo as 
constantes cinéticas até 9 dias
-1
. Um estudo efectuado por Dabirmanesh et al, em 2010, 




revela que a enzima α-amilase em LI segue da mesma forma uma cinética de primeira 
ordem. 
 As constantes cinéticas Tabela 3.2 para o [bmim][MeSO4] são geralmente 
mais elevadas do que para o [mmim][MeSO4], o que leva à conclusão de que o 
[bmim][MeSO4] potencia uma maior inactivação térmica da reacção. 
 O pH em que a lacase é mais estável é o pH 5.0 o que é normal pois este é o seu 
pH óptimo (Yaropolov et al., 1994). 
Tabela 3.2 – Constantes cinéticas de inactivação térmica a diferentes temperaturas e pHs para 25 
%VLI/VTampão de [mmim][MeSO4] e de [bmim][MeSO4]. 
 [mmim][MeSO4] [bmim][MeSO4] 
 pH 5.0 pH 7.0 pH 9.0 pH 5.0 pH 7.0 pH 9.0 
 k(dias-1) 
25ºC 0.0364 0.0086 0.0069 0.0211 0.0263 0.0300 
35ºC 0.0376 0.0349 0.0525 0.0622 0.0705 0.1185 
45ºC 0.2023 0.2512 0.3855 0.3301 0.6072 0.8042 
55ºC 4.3499 5.6531 7.0762 6.2736 8.2330 8.8281 
De modo a determinar os valores da energia de activação para a inactivação 
térmica, representou-se a linearização da equação de Arrhenius, para os dois LIs em 
estudo, Figura 3.2. 
 
Figura 3.2 – Representação gráfica da linearização da equação de Arrhenius. 




Dado que a dimensão do declive da recta é proporcional à energia de activação, 
pode verificar-se que este varia com o pH. Os resultados expressos na Tabela 3.3 mostram 
que a energia de activação aumenta com o aumento do valor de pH no caso do 
[mmim][MeSO4], mas que praticamente não varia na presença de [bmim][MeSO4]. 
Tabela 3.3 – Valores do declive e energia de activação para os diferentes pHs e os líquidos iónicos 
em estudo. 






-15487 128.76 0.8727 
7.0 -20855 173.39 0.9915 




-18221 151.49 0.9609 
7.0 -18860 156.80 0.9539 
9.0 -18483 153.67 0.9755 
 
Na Figura 3.3 representou-se a energia de activação em função do pH dos dois 
LIs estudados. Pode verificar-se que existe uma dependência do pH na energia de 
activação já que frequentemente este influencia directamente a conformação do centro 
activo da enzima, impedindo até, em condições extremas, que a reacção catalítica ocorra. É 
de notar ainda o efeito dos diferentes LIs estudados. O [mmim][MeSO4] apresenta, para 
pH 7.0 e 9.0, valores de energia de activação superiores aos apresentados pelo 
[bmim][MeSO4]. Um comportamento similar foi observado num estudo efectuado com a 
lacase na presença de três LIs diferentes. Do mesmo modo a lacase mostrou ser mais 
estável a pH 5 do que a pH 7 e 9 (Tavares et al., 2008). 
 
Figura 3.3 – Representação gráfica da Energia de activação em função do pH para os diferentes 
líquidos iónicos. 




3.3. Estabilidade da lacase na presença de líquidos iónicos. 
O estudo da estabilidade da lacase com LIs foi efectuado a quatro temperaturas 
diferentes (25, 35, 45 e 55 ºC), variando-se o pH (5.0, 7.0 e 9.0) e também a concentração 
do LI (10, 25 e 50 % VLI/VTampão). A lacase foi incubada durante sete dias, nos quais foram 
medidas as actividades das amostras num intervalo regular. Neste capítulo serão apenas 
analisados os resultados referentes às amostras a pH 7.0 e às quatro temperaturas 
estudadas, de modo a que se possa notar a influência da concentração de LI na estabilidade 
da lacase. Todos os demais resultados estão apresentados no anexo A conjuntamente com 
os resultados que originaram esses gráficos no anexo B. Na Figura 3.4 pode ver-se o efeito 
da concentração de cada um dos LIs, nas diferentes concentrações, à temperatura de 25 ºC. 
 
Figura 3.4 – Estabilidade a 25ºC e a pH 7.0 para diferentes concentrações de líquidos iónicos. 
Verifica-se que a estabilidade da lacase é muito semelhante à estabilidade da 
amostra usada como controlo. Pode-se, então, afirmar, que a esta temperatura não se 
evidenciam diferenças, nem no LI estudado nem nas diferentes concentrações usadas e 
considera-se que a perda de actividade da lacase nestas condições é desprezável.  
As figuras seguintes (Figura 3.5 e Figura 3.6) são referentes às temperaturas de 
35 e 45 ºC respectivamente.  





Figura 3.5 - Estabilidade a 35 ºC e a pH 7.0 para diferentes concentrações de líquidos iónicos. 
Nas temperaturas de 35 e 45 ºC, tornam-se mais evidentes as diferenças entre os 
LIs estudados e a influência das diferentes concentrações de cada um deles na estabilidade 
da lacase. 
 
Figura 3.6 - Estabilidade a 45 ºC e a pH 7.0 para diferentes concentrações de líquidos iónicos. 
Verifica-se que concentrações mais elevadas de LI, e independentemente do LI 
analisado, provocam uma perda de estabilidade da lacase mais acentuada. Apesar da perda 
de actividade, ao longo do tempo, ocorrer no controlo, este efeito é mais acentuado na 
presença de LIs e à medida que se aumenta a concentração de cada um deles. O 
[bmim][MeSO4] provoca maior queda de estabilidade da lacase que o [mmim][MeSO4] o 
que pode ser explicado, de acordo com Gardas e Coutinho em 2008, pelo facto de o 
[bmim][MeSO4]  apresentar uma viscosidade maior que o [mmim][MeSO4] devido ao 
maior comprimento da cadeia carbonada do catião. 




À temperatura de 55 ºC, pode observar-se pela Figura 3.7, que a actividade da 
lacase se torna praticamente nula passado o primeiro dia de incubação, não se conseguindo 
ver a influência da concentração dos LIs.  
Figura 3.7 - Estabilidade a 55 ºC e a pH 7.0 para diferentes concentrações de líquidos iónicos. 
Este efeito da temperatura era previsível uma vez que de acordo com Cabral et 
al., 2003, como consequência do aumento da temperatura, as ligações não covalentes 
responsáveis pela especificidade da enzima perdem a sua força, podendo levar a uma 
alteração da conformação tridimensional da enzima, resultando desse facto uma estrutura 
menos ordenada que fica cataliticamente inactiva e eventualmente desnaturada.  
3.4.Cinética de reacção de oxidação do ABTS 
A cinética da reacção de oxidação do ABTS pela lacase foi estudada através da 
aplicação do modelo de Michaelis-Menten. Deste modo fizeram-se vários ensaios 
mantendo constante a concentração de enzima e variando a concentração de ABTS. Os 
ensaios foram realizados a 25 ºC e a pH 7.0, considerando a estabilidade da enzima nestas 
condições.  
As velocidades iniciais de reacção em função da concentração de substrato estão 
representadas na Figura 3.8, assim como a linearização de Lineweaver-Burk.  





Figura 3.8 – Representação gráfica dos pontos experimentais e modelação de Michaelis-Menten.  
Verifica-se que esta reacção segue uma cinética de Michaelis-Menten uma vez 
que o modelo descreve o comportamento experimental obtido. O gráfico de Michaelis-
Menten apresenta a forma de um ramo de hipérbole rectangular passando pela origem. 
Verifica-se, portanto, que para altas concentrações de substrato a enzima encontra-se 
saturada, não se vendo alterações na velocidade inicial de reacção. 
A Tabela 3.4 contém todos os parâmetros obtidos a partir do modelo de 
Michaelis-Menten e da sua linearização de Lineweaver-Burk. A partir da equação da recta 
foi possível calcular os parâmetros cinéticos nomeadamente a velocidade máxima de 
reacção (vmax) e a constante cinética de Michaelis-Menten (Km). A reacção de oxidação do 
ABTS pela lacase apresenta uma velocidade máxima de reacção de 1.944 mM/min e uma 
constante cinética de Michaelis-Menten de 1.36x10
-3
 mM. Foi também calculado o erro 
relativo ao desvio entre as velocidades de reacção (v0) obtidas experimentalmente e as 
calculadas, segundo o modelo proposto, que se revelou relativamente baixo. 
Tabela 3.4 – Parâmetros da linearização de Lineweaver-Burk, constantes cinéticas e percentagem 
de erro relativos ao controlo. 
Declive 0.0007 













3.5. Efeito da presença dos líquidos iónicos [mmim][MeSO4] e [bmim][MeSO4] 
na cinética enzimática da oxidação do ABTS pela lacase 
A cinética da reacção de oxidação do ABTS pela lacase foi estudada na presença 
de líquidos iónicos. Todos os ensaios foram realizados nas mesmas condições de 
temperatura e pH (25 ºC e pH 7.0) com o objectivo de comparar os resultados com os 
ensaios realizados na ausência destes, verificando os efeitos dos LIs na reacção. Foram 
realizados três ensaios, variando a concentração de LI em 15, 25 e 35 % VLI/VTampão. O 
ensaio referido como controlo em todas as figuras e tabelas resulta do estudo efectuado no 
ponto anterior. 
Na Figura 3.9 são apresentados os resultados experimentais como pontos e os 
respectivos dados referentes ao modelo de cinética de Michaelis-Menten como linhas. A 
tabela dos resultados é apresentada no anexo C. Todos os dados experimentais foram 
ajustados devidamente, apresentando uma percentagem de erro relativamente baixa. 
 
Figura 3.9 – Representação gráfica de Michaelis-Menten para o controlo e os diferentes líquidos 
iónicos a diferentes concentrações e respectiva modelação de Michaelis-Menten. 
Verifica-se que concentrações baixas de LI não alteram a cinética da reacção. 
Não existe qualquer tipo de inibição da lacase a 15 e a 25 % VLI/VTampão. As velocidades 
iniciais de reacção para as concentrações nestas concentrações de LI encontram-se muito 
próximas das velocidades apresentadas pelo controlo (sem LI). Este efeito ocorre tanto no 
[mmim][MeSO4] como no [bmim][MeSO4]. Um estudo efectuado com uma enzima do tipo 
oxirredutase (β-formate dehydrogenase), em 25 % de [mmim][MeSO4], revela uma perda 
de actividade inferior a 5 % (Kaftzik, 2002) o que está de acordo com o que se verifica 




neste trabalho. Surpreendentemente quando o LI está presente numa concentração de 35 % 
VLI/VTampão ocorre igualmente com os diferentes LIs utilizados, uma activação enzimática 
muito significativa.  
Todos os parâmetros da cinética da reacção de oxidação do ABTS podem ser 
consultados na Tabela 3.5. Nesta tabela, pode reparar-se que os valores da constante 





 mM, não havendo muitas diferenças quer nos 
diferentes LIs quer nas concentrações estudadas. Tendo em conta que Km traduz a 
dissociação do complexo enzima-substrato, pode dizer-se que a afinidade entre a enzima e 
o substrato não é significativamente alterada pela existência de LI na solução. 
Tabela 3.5 – Parâmetros cinéticos da reacção de oxidação do ABTS pela lacase na presença de 
















15 % 25 % 35 % 
vmax 
(mM/min) 
1.944 1.959 1.882 2.011 1.908 3.308 3.265 
Km (mM) 
(x10-3) 
1.360 0.980 0.941 1.010 0.954 0.992 0.979 
% ARD 1.30 2.58 3.01 1.59 2.88 2.80 4.53 
Em relação à velocidade máxima da reacção, nota-se um acentuado aumento 
desta, quando existe uma concentração de LI de 35 % VLI/VTampão, valor que chega a 
atingir 3.265 mM/min. Teoricamente não seria de esperar, mas com esta concentração de 
LI obteve-se um aumento na velocidade máxima de reacção de cerca de 40 %. Shipovskov 
e a sua equipa em 2008, realizaram um trabalho semelhante, onde foi estudada a actividade 
catalítica da lacase de Trametes versicolor em soluções aquosas de LIs. Eles observaram 
um comportamento análogo, em que se verificou activação enzimática a concentrações 
moderadas de LI. É dito ainda que o resultado da activação enzimática com o LI estudado 









O estudo da cinética de inactivação térmica apresenta resultados consistentes com 
uma cinética de primeira ordem. A 25 ºC e a 35 ºC, a perda de actividade enzimática não 
foi significativa. A inactivação térmica iniciou-se no ensaio realizado a 45 ºC e verificou-
se que a uma temperatura de 55 ºC a perda da actividade da enzima é total. No geral as 
constantes cinéticas apresentadas para o [bmim][MeSO4] são maiores que as apresentadas 
para o [mmim][MeSO4], pelo que se pode concluir que a inactivação térmica da lacase é 
mais acentuada na presença de [bmim][MeSO4].  
Conclui-se que a lacase é mais estável a pH 5.0 descrito como o pH óptimo da 
lacase. A energia de activação da lacase aumenta com o aumento do pH para a presença de 
[mmim][MeSO4]. Com o [bmim][MeSO4] não se verificou variação significativa da 
energia de activação. Geralmente com o [mmim][MeSO4] a lacase apresentou valores de 
energia de activação mais elevados que com o [bmim][MeSO4]. 
No estudo de estabilidade da lacase na presença de LIs conclui-se que a 25 ºC 
não existem perdas de actividade suficientemente elevadas para que se note o efeito da 
concentração de LI na enzima. A 35 e a 45 ºC as perdas de actividade ao longo do tempo 
evidenciam o efeito da concentração de LI, pelo que à medida que se aumenta a 
concentração de LI na amostra a perda de actividade é maior. Verifica-se, a 55 ºC, que a 
inactivação enzimática é total. Conclui-se então que a enzima, se tornou cataliticamente 
inactiva. 
A reacção de oxidação do ABTS pela lacase, a 25 ºC e a pH 7.0 (sem LI) segue 
uma cinética de Michaelis-Menten com valores de vmax e Km de 1.944 mM/min e 1.36x10
-3 
mM respectivamente.  
O estudo da reacção de oxidação do ABTS pela lacase, na presença de LI, segue 
também uma cinética de Michaelis-Menten, já que este modelo descreve, o comportamento 
experimental obtido. Esta reacção foi estudada com diferentes concentrações de LI 
presentes na amostra e conclui-se que com 15 e 25 % VLI/VTampão não ocorreu qualquer tipo 





Km mantiveram-se o que leva à conclusão de que a presença de LIs na reacção não altera a 
afinidade entre a enzima e o substrato. Com uma concentração de 35 % VLI/VTampão 
verificou-se um aumento na velocidade máxima de reacção de cerca de 40 % em relação 
ao controlo, houve uma grande activação enzimática na presença de ambos os LIs o que 
poderá ser muito promissor em termos de biocatálise uma vez que a velocidade catalítica é 
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6.1. Anexo A - Representação gráfica dos resultados experimentais relativos ao 
estudo da estabilidade térmica da lacase em líquidos iónicos. 
 
 


























































6.2. Anexo B - Tabelas dos resultados experimentais relativos ao estudo da 
estabilidade térmica da lacase em líquidos iónicos. 
 
 
Tabela 6.1 - Actividade residual e perda de actividade da lacase na presença de líquidos iónicos a 
25 ºC em diferentes condições 
   
Actividade Enzimática Residual (U/L) Perda de Actividade (%) 
Líquido 
Iónico 
%VLI/VTampão pH 0 1 2 3 4 7 1 2 3 4 7 
Controlo   5.0 900 921 938 887 910 867 -2.3 -4.2 1.4 -1.1 3.7 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 5.0 971 948 850 916 892 881 2.4 12.5 5.7 8.2 9.4 
25 5.0 956 945 970 905 869 750 1.1 -1.5 5.3 9.1 21.5 
50 5.0 874 918 965 943 900 771 -5.1 -10.4 -8.0 -3.0 11.8 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 5.0 868 947 964 893 893 788 -9.1 -11.0 -2.9 -2.8 9.2 
25 5.0 945 911 941 832 914 806 3.7 0.4 12.0 3.3 14.7 
50 5.0 898 904 903 848 880 802 -0.7 -0.6 5.5 2.0 10.7 
Controlo   7.0 928 951 910 775 151 61 -2.5 2.0 16.5 83.8 93.5 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 7.0 951 1007 988 918 883 810 -5.9 -4.0 3.5 7.1 14.8 
25 7.0 868 913 976 906 928 834 -5.2 -12.4 -4.3 -6.9 3.9 
50 7.0 907 899 917 834 728 729 0.9 -1.1 8.0 19.7 19.6 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 7.0 904 934 913 928 794 810 -3.3 -1.0 -2.7 12.2 10.4 
25 7.0 812 903 922 836 894 804 -11.3 -13.6 -3.0 -10.2 0.9 
50 7.0 882 898 840 797 817 734 -1.8 4.8 9.7 7.4 16.8 
Controlo   9.0 878 830 835 834 855 562 5.4 4.9 5.0 2.6 36.0 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 9.0 901 928 902 824 671 726 -3.1 -0.1 8.5 25.6 19.4 
25 9.0 928 913 947 865 837 908 1.6 -2.1 6.7 9.8 2.2 
50 9.0 835 839 926 896 870 776 -0.4 -10.9 -7.3 -4.1 7.1 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 9.0 874 911 895 828 838 821 -4.2 -2.4 5.3 4.1 6.0 
25 9.0 933 911 927 764 794 779 2.3 0.6 18.1 14.9 16.5 











Tabela 6.2 - Actividade residual e perda de actividade da lacase na presença de líquidos iónicos a 
35 ºC em diferentes condições 
   
Actividade Enzimática Residual (U/L) Perda de Actividade (%) 
Líquido 
Iónico 
%VLI/VTampão pH 0 1 2 3 4 7 1 2 3 4 7 
Controlo   5.0 608 550 587 515 444 434 9.6 3.5 15.4 27.0 28.7 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 5.0 638 620 577 589 538 452 2.9 9.6 7.6 15.7 29.2 
25 5.0 589 633 519 595 521 465 -7.3 11.9 -1.0 11.6 21.2 
50 5.0 605 588 542 550 527 474 2.7 10.4 9.0 12.9 21.6 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 5.0 629 582 520 587 487 438 7.5 17.3 6.7 22.5 30.4 
25 5.0 610 622 560 565 484 409 -1.9 8.2 7.4 20.8 33.0 
50 5.0 560 532 492 445 401 286 5.1 12.3 20.7 28.4 49.0 
Controlo   7.0 630 589 607 562 519 532 6.5 3.7 10.8 17.6 15.5 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 7.0 627 583 669 622 590 539 7.1 -6.7 0.8 5.9 14.0 
25 7.0 621 634 566 565 497 508 -2.0 9.0 9.0 20.0 18.3 
50 7.0 595 573 485 547 500 433 3.6 18.5 8.1 15.9 27.2 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 7.0 619 588 553 537 484 451 5.0 10.8 13.3 21.8 27.1 
25 7.0 580 532 527 500 465 348 8.3 9.2 13.8 19.8 40.0 
50 7.0 543 464 352 348 285 191 14.6 35.2 35.9 47.6 64.9 
Controlo   9.0 610 581 549 485 445 488 4.7 9.9 20.4 26.9 19.9 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 9.0 612 602 501 558 504 431 1.6 18.2 8.8 17.6 29.5 
25 9.0 576 571 535 495 488 404 0.9 7.1 14.1 15.3 29.9 
50 9.0 557 532 489 486 407 409 4.5 12.1 12.7 26.8 26.5 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 9.0 600 499 500 475 401 411 16.8 16.7 20.8 33.2 31.5 
25 9.0 589 452 449 341 332 248 23.2 23.8 42.2 43.6 57.9 














Tabela 6.3 - Actividade residual e perda de actividade da lacase na presença de líquidos iónicos a 
45 ºC em diferentes condições 
   
Actividade Enzimática Residual (U/L) Perda de Actividade (%) 
Líquido 
Iónico 
%VLI/VTampão pH 0 1 2 4 7 1 2 4 7 
Controlo   5.0 868 646 517 419 274 25.6 40.4 51.7 68.4 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 5.0 822 776 525 388 229 5.7 36.1 52.8 72.2 
25 5.0 847 722 489 405 200 14.7 42.2 52.2 76.4 
50 5.0 877 633 404 288 110 27.8 53.9 67.1 87.5 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 5.0 856 684 533 382 188 20.2 37.8 55.4 78.1 
25 5.0 878 542 351 208 80 38.3 60.1 76.3 90.8 
50 5.0 842 227 59 22 4 73.0 93.0 97.4 99.6 
Controlo   7.0 882 560 593 494 384 36.5 32.7 44.0 56.4 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 7.0 899 685 561 453 263 23.8 37.6 49.6 70.8 
25 7.0 871 599 444 295 141 31.2 49.0 66.1 83.8 
50 7.0 867 490 270 184 43 43.5 68.9 78.8 95.1 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 7.0 830 579 395 323 131 30.2 52.3 61.0 84.2 
25 7.0 861 380 166 80 10 55.8 80.7 90.7 98.8 
50 7.0 845 79 8 4 1 90.7 99.0 99.5 99.8 
Controlo   9.0 826 647 482 482 397 21.7 41.7 41.7 51.9 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 9.0 804 598 340 340 145 25.5 57.8 57.8 82.0 
25 9.0 852 462 192 192 45 45.8 77.5 77.5 94.8 
50 9.0 842 415 121 121 20 50.7 85.6 85.6 97.6 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 9.0 780 402 147 147 30 48.5 81.2 81.2 96.2 
25 9.0 845 163 13 13 3 80.6 98.5 98.5 99.7 














Tabela 6.4 - Actividade residual e perda de actividade da lacase na presença de líquidos iónicos a 
55 ºC em diferentes condições 
   
Actividade Enzimática Residual (U/L) Perda de Actividade (%) 
Líquido 
Iónico 
%VLI/VTampão pH 0 1 2 3 4 7 1 2 3 4 7 
Controlo   5.0 916 185 66 31 18 4 79.8 92.8 96.6 98.1 99.5 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 5.0 822 44 21 12 9 1 94.6 97.5 98.6 98.8 99.8 
25 5.0 869 11 5 5 2 0 98.7 99.4 99.5 99.8 100.0 
50 5.0 872 1 1 1 1 0 99.9 99.9 99.9 99.9 100.0 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 5.0 896 24 8 4 0 0 97.3 99.1 99.6 100.0 100.0 
25 5.0 943 2 1 0 0 0 99.8 99.9 100.0 100.0 100.0 
50 5.0 946 0 0 0 0 0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
controlo   7.0 929 80 22 11 6 1 91.4 97.6 98.9 99.4 99.9 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 7.0 888 11 6 1 1 0 98.7 99.3 99.9 99.9 100.0 
25 7.0 974 3 2 1 1 0 99.6 99.8 99.9 99.9 100.0 
50 7.0 939 2 1 0 0 0 99.7 99.9 100.0 100.0 100.0 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 7.0 931 5 3 1 0 0 99.4 99.7 99.9 100.0 100.0 
25 7.0 941 0 0 0 0 0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
50 7.0 888 0 0 0 0 0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
Controlo   9.0 948 14 3 0 1 1 98.5 99.7 100.0 99.9 99.9 
[mmim] 
[MeSO4] 
10 9.0 1017 3 1 0 0 0 99.7 99.9 100.0 100.0 100.0 
25 9.0 953 1 1 0 0 0 99.9 99.9 100.0 100.0 100.0 
50 9.0 957 1 0 0 0 0 99.9 100.0 100.0 100.0 100.0 
[bmim] 
[MeSO4] 
10 9.0 928 1 1 0 0 0 99.9 99.9 100.0 100.0 100.0 
25 9.0 948 0 0 0 0 0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 














6.3.Anexo C - Resultados experimentais relativos à cinética de reacção de 
oxidação do ABTS  
Tabela 6.5 - Resultados experimentais relativos à cinética de reacção de oxidação do ABTS 
Controlo 
S (mM) vo(mM/min) 1/S (mM
-1) 1/vo(min/mM) 
0,0005 0,504 2000 1,984 
0,0010 0,819 1000 1,221 
0,0020 1,152 500 0,868 
0,0040 1,395 250 0,717 
0,0060 1,440 167 0,694 
0,0100 1,692 100 0,591 
0,0200 1,824 50 0,548 
0,0400 1,878 25 0,532 
0,0600 1,893 17 0,528 
 
Tabela 6.6 - Resultados experimentais relativos à cinética de reacção de oxidação do ABTS na 




15 %VLI/VTampão 25 %VLI/VTampão 35 %VLI/VTampão 
S (mM) vo (mM/min) vo (mM/min) vo (mM/min) 
0,0005 0,387 0,690 1,080 
0,0010 0,960 0,984 1,557 
0,0020 1,380 1,362 2,130 
0,0040 1,596 1,611 2,688 
0,0060 1,668 1,758 2,910 
0,0100 1,776 1,860 3,030 
0,0200 1,782 1,920 3,090 
 
Tabela 6.7 - Resultados experimentais relativos à cinética de reacção de oxidação do ABTS na 




15 %VLI/VTampão 25 %VLI/VTampão 35 %VLI/VTampão 
S (mM) vo (mM/min) vo (mM/min) vo (mM/min) 
0,0005 0,525 0,642 1,005 
0,0010 0,918 0,933 1,542 
0,0020 1,314 1,260 2,040 
0,0040 1,548 1,605 2,616 
0,0060 1,626 1,680 2,844 
0,0100 1,662 1,728 2,940 
0,0200 1,716 1,752 2,970 
 
